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Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) gehört weltweit zu den 
häufigsten Lungenerkrankungen (14) und steht laut Statistischem Bundesamt mit 3,2 % 
auf Platz 5 der Liste der häufigsten Todesursachen in Deutschland 2013 (60). 
Im Rahmen der BOLD-Studie wurde die weltweite Prävalenz mit 10,1 % angegeben 
und es konnte gezeigt werden, dass aufgrund steigender Lebenserwartung und 
Änderungen im Zigaretten-Konsumverhalten mit einer weiteren deutlichen Zunahme 
der Erkrankungshäufigkeit zu rechnen ist (9). 
Die "Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease" (GOLD) definiert die 
COPD als eine Erkrankung, die durch persistierend erhöhten Atemwegswiderstand und 
eine verstärkte chronische Entzündungsreaktion der Bronchien auf exogene Noxen 
charakterisiert ist, die letztlich zu einer strukturellen Schädigung der Luftwege führt 
(30,69).  
Die wichtigsten Risikofaktoren für das Auftreten einer COPD sind regelmäßiger 
Zigarettenkonsum und das Alter; daneben sind auch Heizen mit Brennstoff aus 
Biomasse, (berufliche) Feinstaub-Exposition und Tuberkulose weitere Faktoren, die 
gerade in den Entwicklungsländern eine entscheidende Rolle spielen (9). Diskutiert 
wird derzeit, inwieweit genetische Faktoren eine ursächliche Rolle bei der Entstehung 
einer COPD spielen. Als gesichert gelten in dieser Beziehung ein α1-Antitrypsin-
Mangel und bestimmte Antikörpermangelsyndrome (43,68). 
Klinisch unterscheidet man zwei Formen der Erkrankung: die stabile COPD (stable 
disease, nicht-exazerbierte COPD) und die exazerbierte COPD. Typischerweise kommt 
es im Erkrankungsverlauf immer wieder zu Exazerbationen, die definiert sind als eine 
akute Verschlechterung der Symptomatik über das übliche Maß der täglichen 
Schwankungen hinaus. Die Häufigkeit des Auftretens dieser Exazerbationen ist 
interindividuell sehr unterschiedlich und hängt unter anderem von der Schwere der 
Erkrankung, von Exposition gegenüber Noxen und vom Vorhandensein von 
Komorbiditäten ab (13). Klinische Leitsymptome einer Exazerbation sind eine 
Zunahme von Husten und Dyspnoe, eine Zunahme von Sputummenge und -viskosität 
und eine erhöhte Prurulenz des Sputums (Definition entsprechend der Anthonisen-
Kriterien) (5). Ursächlich kommen bakterielle oder virale Infektionen infrage, wobei 
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Ursachen für die Entstehung einer COPD sind exogene Noxen, die über einen langen 
Expositionszeitraum zu einer chronischen Entzündungsreaktion und letztlich zu einer 
dauerhaften strukturellen Schädigung des Lungengewebes führen, wobei die weitaus 
häufigste und am besten erforschte Noxe Zigarettenrauch darstellt (69).  
In der Lunge stehen verschiedene Abwehrmechanismen zur Verfügung: Die 
mukoziliäre Clearance, die Barrierefunktion des Lungenepithels, weitere zelluläre 
Komponenten des unspezifischen Immunsystems (Granulozyten, Makrophagen) und die 
antikörpervermittelte spezifische Immunantwort. Durch chronische Noxen-Exposition, 
wie sie zum Beispiel bei Rauchern vorliegt, kommt es immer wieder zu Epithelschäden, 
die ihrerseits eine dauerhafte Aktivierung vor allem des zellulären Anteils der 
Immunmechanismen zur Folge haben.  Man geht davon aus, dass dadurch - vermittelt 
über Cytokine (z.B. TGF-ß) - Remodelling-Vorgänge in Gang gesetzt werden, die 
geschädigtes Gewebe reparieren sollen. Diese führen letztlich aber über die Stimulation 
der Zellproliferation zu einer erhöhten Wanddicke der Bronchien (vor allem über die 
Proliferation von Bindegewebe). In der Folge kommt es zu einer Lumeneinengung und 
somit zu einem erhöhten Widerstand in den Luftwegen, der charakteristisch für die 
COPD ist (34,35). 
Hinzu kommt, dass Zigarettenrauch die mukoziliäre Clearance verringert und somit 
einen wichtigen Teil der unspezifischen Abwehrmechanismen hemmt, wodurch Noxen 
einfacher zum Epithel gelangen und dort Schäden verursachen können (78). 
Die chronische Entzündungsreaktion führt außerdem - ebenfalls vermittelt über 
Cytokine - zu einer erhöhten Anzahl von Becherzellen und einer Vergrößerung der 
submukösen Drüsen, was dann zu einer gesteigerten Sekretion von Mukus führt und 
zusätzlich zur Lumeneinengung beiträgt (53,75). 
Die durch erhöhte Wanddicke der Bronchien und Mukusakkumulation bedingte 
Lumeneinengung betrifft besonders die kleinen Luftwege (kleine 
Bronchien/Bronchiolen), da eine Verkleinerung des Radius einen exponentiellen 
Anstieg des Widerstandes in den Bronchien zur Folge hat und dort somit der größte 
Effekt erzielt wird (36).  
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Als weitere Ursache für den erhöhten Atemwegswiderstand gilt die durch den Verlust 
des alveolären Zusammenhaltes und Emphysembildung bedingte verminderte Elastizität 
der Lunge (7). 
 
Die Tatsache, dass nicht bei allen Menschen eine chronische Exposition gegenüber den 
genannten Noxen auch zur Entstehung einer COPD führt, spricht dafür, dass noch 
andere und bisher unbekannte Faktoren das Auftreten der Erkrankung begünstigen. Hier 
kommen u.a. genetische Faktoren infrage, die zum Beispiel zu einer gegenüber der 
Normalbevölkerung verstärkten Entzündungsreaktion führen könnten (42,43,69). 
 
1.1.3 Diagnostik 
Das wichtigste Mittel zur Sicherung der Diagnose einer COPD bzw. zur Erfassung des 
klinischen Zustandes eines Patienten mit bekannter COPD ist neben Anamnese und der 
körperlichen Untersuchung eine Lungenfunktionsanalyse (i.d.R. eine Spirometrie), in 
der sich bei Vorliegen der Erkrankung eine Obstruktion der Atemwege zeigt (30).  
Bei der Durchführung einer solchen Spirometrie finden jeweils zwei Messungen statt, 
eine vor und eine nach Gabe eines Bronchodilatators (ß-2-Sympathomimetika, z.B. 
Salbutamol).  
Als diagnostisches Kriterium für das Vorliegen einer obstruktiven Lungenerkrankung 
wird dabei der Quotient aus Einsekundenkapazität (FEV1) und forcierter Vitalkapazität 
(FVC) verwendet. Er beschreibt den Anteil an der forcierten Vitalkapazität, den ein 
Mensch bei maximaler Inspiration innerhalb einer Sekunde ausatmen kann. Liegt nach 
Gabe eines Bronchodilatators ein Quotient FEV1/FVC < 0,7 vor, zeigt dies eine nicht 
reversible Obstruktion und bestätigt die Diagnose COPD (17,69). 
Anhand der Schwere der Obstruktion gemessen an der Einsekundenkapazität (FEV1) 
lassen sich verschiedene Schweregrade (GOLD 1-4, siehe Tabelle 1) unterscheiden, die 
wiederum Vorhersagen bezüglich der Häufigkeit des Auftretens von Exazerbationen 
und dem Fortschreiten der Erkrankung ermöglichen (69). Lange Zeit erfolgte anhand 
der FEV1 auch eine Einteilung in Krankheitsstadien (45), in den aktuellen GOLD-
Richtlinien ist aber eine komplexere Einteilung etabliert, die zusätzliche Faktoren wie 
aktuelle Symptomatik und Exazerbationshäufigkeit mit einbezieht. Anhand dieser 
Faktoren erfolgt die Unterteilung in 4 Kategorien (A-D), die eine bessere Möglichkeit 
für Vorhersagen bezüglich der Exazerbationshäufigkeit, der Notwendigkeit einer 
Hospitalisierung und der Mortalität schaffen sollen  (30,73).  
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Trotzdem bietet die Messung der FEV1 eine gute Möglichkeit, die Schwere der 





(in % des Sollwertes) 
FEV1  
(in % des Sollwertes) Obstruktionsgrad 
        
GOLD 1 < 70 % > 79 % mild 
GOLD 2 < 70 % 50 - 79 % moderat 
GOLD 3 < 70 % 30 - 49 % schwer 
GOLD 4 < 70 % < 30 % sehr schwer 
        
 
Tabelle 1: Schweregrade nach GOLD 
 
In einigen älteren Studien wird zusätzlich ein Stadium GOLD 0 verwendet, mit dem 
Patienten erfasst werden sollen, bei denen Risikofaktoren bzw. Symptome einer 
chronischen Bronchitis vorliegen, bei denen aber noch kein erhöhter 
Atemwegswiderstand besteht. Diese Einteilung hat sich nicht allgemein etabliert, da 
sich gezeigt hat, dass damit keine suffiziente Erfassung einer Risikopopulation möglich 
ist (45,70). 
Neben der nicht reversiblen Atemwegsobstruktion als notwendiges Kriterium orientiert 
sich die Diagnosestellung einer akuten COPD-Exazerbation entsprechend ihrer 
Definition (siehe 1.1.1) an der klinischen Symptomatik. Hier kommen unter anderem 
die Anthonisen-Kriterien (Zunahme von Husten und Dyspnoe, Zunahme von 
Sputummenge und -viskosität, erhöhte Prurulenz des Sputums) zur Anwendung, die als 
Kardinalsymptome einer akuten Exazerbation gelten (5). Daneben gibt es weitere 
typische Symptome wie eine Infektion der oberen Luftwege innerhalb der letzten 5 
Tage, Fieber oder ein 20%iger Anstieg von Atem- oder Herzfrequenz gegenüber dem 
Normalwert, die bei Vorliegen von nur einem der Kardinalsymptome die Diagnose 
einer akuten Exazerbation unterstützen (57). 
 
1.1.4 Therapie 
Die Therapie von COPD-Patienten gründet sich auf 2 wichtige Säulen: Zum einen 
sollen akut Symptome wie Husten und Dyspnoe gelindert werden, zum anderen soll ein 




Pharmakologisch stehen für die Therapie in erster Linie ß2-Sympathomimetika, 
Anticholinergika und Steroide zur Verfügung. 
Die Bronchodilatatoren (ß2-Sympathomimetika und Anticholinergika) sind jeweils in 
lang- und kurzwirksamer Form verfügbar und es konnte in mehreren Studien gezeigt 
werden, dass eine langfristige Therapie mit diesen Substanzen effektiv in der Prävention 
von Exazerbationen ist, wobei mit den langwirksamen Formen insgesamt bessere 
Ergebnisse erzielt werden konnten (6,38,72). Neben der Prävention spielen die 
Bronchodilatatoren auch eine Rolle bei der Symptomlinderung und sind somit auch 
wichtige Bestandteile der Therapie der akuten Exzerbation (13). 
Für die Steroidtherapie konnte vor allem in Kombination mit einem langwirksamen 
Sympathomimetikum ein positiver Effekt auf Symptomkontrolle und Prävention von 
Exazerbationen gezeigt werden (10). Als Monotherapie bei milder bis moderater COPD 
konnte hingegen kein signifikanter Effekt nachgewiesen werden (71). Sie sollten daher 
nur in Kombination mit Bronchodilatatoren und nicht als Monotherapie eingesetzt 
werden (69). 
Wann Antibiotika in der Therapie der COPD zum Einsatz kommen sollen, wird 
kontrovers diskutiert (13), obwohl in den meisten aktuelleren Studien ein genereller 
positiver Effekt zumindest im Rahmen der Therapie von Exazerbationen beschrieben 
wird (2,5). Einigkeit besteht darin, dass bei Hinweis auf eine bakterielle Genese einer 
Exazerbation eine antibiotische Therapie eingeleitet werden sollte, die sich am 
jeweiligen lokalen Erregerspektrum orientiert (54). 
Mukolytische Medikamente wie z.B. Acetylcystein haben derzeit nur einen geringen 
Stellenwert in der Therapie der COPD. Sie finden ihre Anwendung lediglich zur 
Symptomlinderung (69), obwohl einzelne Studien zumindest einen positiven Effekt auf 
die Häufigkeit des Auftretens von Exazerbationen zeigen konnten (66). 
 
Neben den genannten pharmakologischen Therapieoptionen ist außerdem eine 
Minimierung der Exposition gegenüber Noxen entscheidend. Es konnte bei Rauchern 
gezeigt werden, dass ein Verzicht auf Zigarettenkonsum zu einer deutlich langsameren 
Verschlechterung der FEV1 führte als bei Rauchern, die den Konsum fortsetzten (4,50). 








Der Mukus eines gesunden Menschen besteht aus Wasser, Elektrolyten, Lipiden, 
Peptiden und Glykoproteinen (Mucinen), wobei die Mucine neben dem Wasser, das den 
größten Anteil an der Zusammensetzung hat, die Hauptkomponenten darstellen (53).  
Normalerweise bildet er auf der Oberfläche der Atemwegsepithelien eine Gelschicht, die im 
Rahmen der unspezifischen Immunabwehr Partikel wie Fremdkörper, Bakterien und Viren 
bindet und über die Bewegung des Flimmerepithels der Atemwege abtransportiert 
(mukoziliäre Clearance). Der auf diese Weise nach oben transportierte Mukus wird 
entweder verschluckt oder - vor allem bei vermehrter Produktion im Rahmen von 
Entzündungen - als Sputum abgehustet (53,75). 
Er spielt somit eine wichtige Rolle für die pulmonalen Abwehrmechanismen, sowohl im 
Rahmen der mukoziliären Clearance als auch durch generelle antimikrobiologische und 
antiproteatische Eigenschaften (75). 
Mucine sind stark glykosylierte Makromoleküle mit einem Molekulargewicht von  
2-20 x 10
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Da, die charakteristischerweise in ihrer Proteinstruktur eine große Anzahl 
von tandem repeats haben, die reich an den Aminosäuren Serin, Threonin und Prolin 
sind. MucGene, von denen bisher über 20 bekannt sind, kodieren für die jeweilige 
mRNA, aus der ein Proteingerüst synthetisiert wird. Posttranslational kommt es zu einer 
großen Anzahl von z.T. variablen Glykosylierungen, die zur Vielfalt der Mucine 
beitragen (53). 
Aufgrund der Molekülgröße und ihrer physikalischen Eigenschaften bestimmen sie 
maßgeblich sowohl die rheologischen Eigenschaften (Viskosität) als auch die 
Bindungsfähigkeit von Krankheitserregern im Mukus, so dass Veränderungen dieser 
Konzentration eine Verschlechterung der natürlichen Abwehrmechanismen zur Folge 
haben. Bezüglich der rheologischen Eigenschaften ist für den Mukus im menschlichen 
Cervikalkanal bekannt, dass sich Veränderungen der Mucinkonzentration mit der 3. 
Potenz auf die Viskosität auswirken (77). Es ist anzunehmen, dass eine vergleichbare 
Abhängigkeit auch für den Mukus der menschlichen Atemwege gilt (36,41). 
Die wichtigsten Mucine im Mukus der Atemwege sind MUC5AC und MUC5B, wobei 
bei gesunden Menschen MUC5AC vor allem in den Becherzellen produziert wird, 
MUC5B dagegen eher in den submukösen Drüsen. Weitere im Epithel der Lunge 
vorkommende Mucine sind MUC2 und MUC6, deren Konzentration im Mukus aber 
eine eher untergeordnete Rolle spielt (40).  
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Bei den genannten Mucinen handelt es sich um sezernierte, den Mukus bildende 
Mucine, daneben gibt es weitere membranständige Vertreter, die im Sputum nur in 
Spuren nachweisbar sind (52). 
 
1.2.2 Veränderungen von Mukus / Mucinen bei COPD 
Allgemein ist das Sekret der Atemwege im Rahmen von Erkrankungen komplexer 
aufgebaut als bei Gesunden und wird dann als Sputum bezeichnet. Neben den Mucinen 
finden sich in größerer Anzahl weitere Makromoleküle, wie zum Beispiel DNA und 
Actin, aber auch Entzündungszellen und Debris, die die rheologischen Eigenschaften 
mitbestimmen. (64) 
Wie bereits erwähnt, bewirken Entzündungsreize in der Lunge, dass der Anteil von 
Becherzellen und submukösen Drüsen in der Epithelschicht der Atemwege zunimmt, 
was wiederum zu einer erhöhten Produktion von Sputum führt (53). 
Aus verschiedenen Publikationen ist inzwischen bekannt, dass pathogene Keime und 
Entzündungsmediatoren zu einer verstärkten Transkriptionsrate der MUC-Gene und 
damit zu einer vermehrten Produktion und Sekretion von Mucinen führen. So bewirken 
zum Beispiel TNF-α und IL-1β eine Hochregulation der Transkriptionsrate von 
MUC5AC, während IL-6 und IL-17 die Transkriptionsrate der beiden wichtigen Mucine 
(MUC5AC und MUC5B) steigern (74,75).  
Auch Zigarettenrauch als häufigste pathogene Noxe bei der COPD bewirkt über 
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) eine vermehrte Produktion von 
MUC5AC (28). 
Kirkham et al. konnten in mehreren Studien bestätigen, dass durch chronische 
Entzündungen wie COPD, aber auch CF (Cystische Fibrose), sowohl die Konzentration 
der einzelnen Mucine erhöht ist, als auch, dass sich die relative Zusammensetzung des 
Mukus aus den Mucinen verändert (relativ gesehen war die Konzentration von MUC5B 
stärker erhöht, als MUC5AC) (39,40). 
 
Insgesamt kommt es durch den chronischen Entzündungsprozess bei der COPD also 
einerseits zu generell vermehrter Sputumproduktion, andererseits ist auch die 
Zusammensetzung verändert (veränderte Mucinkonzentrationen). Beide Prozesse tragen 
zu einer Mukusakkumulation in den Bronchien bei, wobei erschwerend hinzukommt, 





1.3 Proteasen- /Antiproteasen-Gleichgewicht in der Lunge 
Physiologischerweise kommen in der Lunge verschiedene Proteasen und Antiproteasen 
vor, die vor allem von Entzündungszellen (Neutrophilen, Alveolarmakrophagen, 
Lymphozyten) sezerniert werden. 
Zu den wichtigsten Proteasen gehören die Serinprotease HNE (humane 
Neutrophilenelastase), Metalloproteasen der ADAM-Familie (a disintegrin and 
metalloproteinase) und die Serinprotease HAT (Human airway trypsin-like protease). 
Daneben spielen auch noch die Serinproteasen Cathepsin G und Proteinase 3 eine Rolle 
(26). 
Es ist bekannt, dass in vitro Entzündungsreize zu einer Freisetzung von intrazellulär 
gespeicherten Proteasen führen. Betrachtet man als Beispiel die HNE, führen 
entsprechende Reize dazu, dass die Protease entweder in die Plasmamembran der Zelle 
integriert oder in den extrazellulären Raum sezerniert wird, wobei in der Lunge vor 
allem Letzteres der Fall ist. Zu den Funktionen der HNE gehören dann u.a. der Abbau 
von Bakterien, der Abbau verschiedenster Moleküle (z.B. Oberflächenrezeptoren, 
Zytokine, Chemokine usw.) und die Förderung der Freisetzung von Zytokinen. 
Außerdem fördert die HNE sowohl die Sekretion gespeicherter Mucine als auch die 
Transkriptionsrate von MUC5AC und hat somit einen ursächlichen Anteil an der 
erhöhten Mucinkonzentration im Rahmen von Entzündungen (26,59). 
Auch Zigarettenrauch führt zu einer erhöhten Anzahl von Neutrophilen in der Lunge 
und steigert die Sekretion von HNE (1). 
Allgemein trägt eine hohe Konzentration von Proteasen durch Abbau von Bindegewebe 
(v.a. Elastin) zur Emphysembildung der Lunge im Rahmen einer COPD bei (16,29). 
 
Neben den Proteasen gibt es verschiedenen Antiproteasen, z.B. α1-Antitrypsin (AAT), 
Cystatin C, TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteases) usw., die die Proteasen in 
ihrer Aktivität hemmen. Bei lungengesunden Menschen besteht hier ein Gleichgewicht, 
das eine übermäßige Proteasenaktivität verhindert. Bei COPD-Erkrankten geht man 
dagegen von einem gestörten Proteasen-/Antiproteasen-Gleichgewicht aus. Eine der am 
besten untersuchten Antiproteasen ist hierbei AAT, ein suffizienter Inhibitor der HNE. 
Bekanntermaßen führt ein AAT-Mangel über eine Verschiebung des Gleichgewichtes 
zugunsten der Proteasen zur Entstehung eines Lungenemphysems (1). 
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Auch bei COPD-Patienten ohne (genetisch bedingten) AAT-Mangel wird vermutet, 
dass eine erhöhte Proteasenaktivität vorliegt und den Fortschritt der Erkrankung 
(besonders die Emphysembildung) entscheidend beeinflusst. Die genauen ursächlichen 
Faktoren sind aber bisher nicht bekannt (58). 
 
Einflüsse des veränderten Proteasen-/Antiproteasen-Gleichgewichtes auf die 
Mucinkonzentration sind bisher nur in wenigen Studien beschrieben. Für 
Lungenerkrankungen wie Asthma und die Cystische Fibrose (CF) konnte gezeigt 
werden, dass neben entzündungsbedingten Veränderungen der Produktions- und 
Sekretionsrate von Mucinen ein verändertes Proteasen-/Antiproteasen-Gleichgewicht 
auch postsekretorisch über Degradationsprozesse einen entscheidenden Einfluss auf die 
Mucinkonzentration in den Bronchien hat. So konnte zum Beispiel in einer Studie von 
Henke et al. für CF-Patienten mit Pseudomonas-aeruginosa-Infektion gezeigt werden, 
dass die Mucinkonzentration deutlich geringer ist als bei lungengesunden Menschen. 
Dies ist vermutlich auf eine erhöhte HNE-Aktivität zurückzuführen (32). Bei Asthma-
Patienten dagegen konnte eine Hemmung des Mucinabbaus gezeigt werden, die zur 
Mukusakkumulation beiträgt (37). 
Eine solche postsekretorische Beeinflussung der Mucine durch Proteasen oder 




Eine optimale Betreuung von Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung 
stellt immer noch eine therapeutische Herausforderung dar, und es ist bisher nicht 
möglich bei betroffenen Patienten langfristig eine Verschlechterung der Lungenfunktion 
zu verhindern (69). Umso wichtiger erscheint es, ein besseres Verständnis der 
pathophysiologischen Vorgänge, die zur Entstehung dieser Erkrankung führen, zu 
erlangen, um letztlich neue Wege in der Diagnostik und Therapie zu eröffnen. 
 
Es ist bereits bekannt, dass der für die COPD charakteristische erhöhte 
Atemwegswiderstand durch eine größere Wanddicke der Bronchien und durch 
Mukusakkumulation zustande kommt (34,35)  und dass verschiedene Noxen über einer 
Steigerung der Produktions- und Sekretionsrate zu einer erhöhten Mucinkonzentration 
in den Bronchien führen (53). 
 
In dieser Studie sollen zunächst die Unterschiede in der Mucinkonzentration der 
wichtigsten Mucine MUC5AC und MUC5B bei exazerbierter und bei nicht-
exazerbierter COPD herausgearbeitet werden und mit einer gesunden Kontrollgruppe 
verglichen werden. 
 
Des Weiteren soll der Frage nachgegangen werden, ob neben den unter 1.2.2 
beschriebenen Faktoren andere mögliche Ursachen für Mukusakkumulation infrage 
kommen. Denkbar wäre diesbezüglich eine postsekretorische Beeinflussung der 
Mucine. Entsprechende Einflüsse sind bei CF- und Asthma-Patienten bereits 
beschrieben (32,37), für COPD-Patienten ist diese Fragestellung aber bisher 
unbeantwortet. 
Es soll daher über eine Untersuchung der Mucindegradation in vitro herausgearbeitet 
werden, inwieweit die Mucine auch bei der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung 
im Anschluss an die Sekretion innerhalb der Luftwege durch verschiedene Faktoren in 
ihrer Stabilität verändert werden. Dies könnte neben den bereits genannten Ursachen 
wie Steigerung der Produktions- und Sekretionsrate zu einer Mukusakkumulation in den 
Bronchien beitragen.  
Als beeinflussende Faktoren kommen unter anderem die verschiedenen Proteasen und 
Antiproteasen der Lunge infrage, aber auch Zigarettenrauch, der als wichtigster 




Diese Dissertation wird sich dabei auf die Untersuchung der Proteasen HNE und 
Cathepsin G und die Untersuchung von Zigarettenrauch als Einflussfaktor beschränken. 
Sie ist damit Teil der Studie " Altered protease and antiprotease balance during a COPD 
exacerbation contributes to mucus obstruction ", die im Juli 2015 in der Fachzeitschrift 
"Respiratory Research" publiziert wurde (15). Darin wurden neben den hier genannten 
noch weitere Faktoren der postsekretorischen Beeinflussung untersucht, z.B. die 






Die in die Studie eingeschlossenen Probanden waren Patienten, die zwischen Mai 2008 
und März 2011 aufgrund einer akuten COPD-Exazerbation einen stationären oder 
ambulanten Aufenthalt in der Klinik für Pneumologie des Universitätsklinikums 
Marburg hatten. 
Das Vorliegen einer solchen akuten COPD-Exazerbation wurde entsprechend der 
Anthonisen-Kriterien anhand folgender Symptome definiert: Zunahme von Dyspnoe 
und Husten, vermehrte Sputummenge und vermehrte Sputumpurulenz (5). Ein 
Einschluss in die Studie erfolgte, wenn mindestens 2 der genannten Symptome 
innerhalb der letzten 7 Tage vor Studienbeginn aufgetreten waren. 
Des Weiteren wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen ein GOLD-Stadium 2 
oder 3 vorlag (FEV1/VC<70 %, FEV1 30-80 %). 
Ausschlusskriterien waren klinische Zeichen einer bakteriellen Infektion (Fieber über 
38,0 °C, CRP-Erhöhung > 30 mg/l oder Procalcitonin-Erhöhung > 5 µg/l), eine 
vorausgehende Antibiotikatherapie, das Vorliegen einer Pneumonie oder ein 
entsprechender Verdacht und das Vorliegen von Asthma bronchiale oder ein 
entsprechender Verdacht. 
Zum Zeitpunkt des Einschlusses in die Studie wurden die Patienten als "exazerbierte 
COPD" betrachtet. Es erfolgte die Entnahme einer Sputumprobe (siehe 2.2), eine 
Lungenfunktionsmessung, eine Blutentnahme zur Kontrolle der Infektparameter und ein 
Röntgenbild des Thorax. 
Alle Probanden wurden 5-6 Wochen später zu einem Folgetermin einbestellt. Nach 
Rückgang der Symptomatik wurden sie zu diesem Zeitpunkt als "nicht-exazerbierte 
COPD" gewertet. Analog zum ersten Termin erfolgten auch hier Sputumsammlung, 
Lungenfunktionsanalyse und Blutentnahme. 
Ursprünglich wurden 12 Patienten in die Studie eingeschlossen, von diesen konnten 9 
über den gesamten Studienzeitraum beobachtet werden. 2 Patienten schieden aus, da die 
Datenerfassung unvollständig war und der Folgetermin nicht wahrgenommen wurde, 1 
Patient konnte Sputum nicht in der für die Untersuchungen erforderlichen Menge 
abhusten. 
Das mittlere Alter der Studienpatienten betrug 59,9 Jahre. Von den 9 eingeschlossenen 
Patienten waren 5 zum Zeitpunkt der Studie Raucher, die übrigen 4 hatten einen 
Material/Methoden 
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früheren Nikotinkonsum von mindestens 20 Packyears in der Anamnese. Weitere 
klinische Daten sind in Tabelle 2 gegeben. 
Als Kontrollgruppe wurde für die Studie Mukus von Patienten untersucht, bei denen ein 
nicht-thorakaler chirurgischer Eingriff unter Vollnarkose durchgeführt wurde (55,56). 
Die Proben wurden uns freundlicherweise von der Virginia Commonwealth University 
zur Verfügung gestellt. Die entsprechenden Patienten hatten zum Zeitpunkt der Narkose 
keine bekannten Lungenerkrankungen. In dieser Gruppe standen Proben von 11 




















(in % des 
Sollwertes) 
FVC  
(in % des 
Sollwertes) 
FEV1/FVC 
(in % des 
Sollwertes) Sputumfarbe 
01 51 80 Raucher Termin 1 nein <5 6,24 * 49 95 47 klar 
       Termin 5   <5 7,05 * 58 94 55 klar 
02 61 80 
Ex-
Raucher Termin 1 nein <5 8,28 0,22 63 95 66 klar bis gelblich 
        Termin 5   14 8,14 0,17 67 95 70 klar 
03 74 20 
Ex-
Raucher Termin 1 unbekannt 29 7,25 * 59 88 67 klar 
       Termin 5   18 6,64 * 81 95 86 klar 
04 67 20 
Ex-
Raucher Termin 1 nein 11 10,7 <0,1 48 89 53 klar bis gelblich 
        Termin 5   * * * 42 98 43 klar 
05 65 30 
Ex-
Raucher Termin 1 nein 18 3,92 <0,1 68 98 69 klar 
       Termin 5   <5 5,21 <0,1 95 98 97 klar 
06 52 50 Raucher Termin 1 nein 11 13 * 32 93 34 klar 
        Termin 5   <5 9,15 * 74 98 75 klar 
07 57 35 Raucher Termin 1 nein <5 5,89 * 37 91 41 klar 
       Termin 5   * * * 58 90 64 klar 
08 50 50 Raucher Termin 1 nein 14 15,3 <0,1 36 93 39 klar 
        Termin 5   24 15,3 <0,1 51 92 55 klar 
09 62 70 Raucher Termin 1 nein 7 8,5 * 56 89 63 klar bis gelblich 
        Termin 5   <5 6,15 * 67 89 75 klar 
 
Tabelle 2: Klinische Daten der Studienpatienten.  




Zur Gewinnung der Sputumproben wurden die Studienpatienten gebeten, das beim 
normalen Abhusten entstandene Sputum in einem Plastikgefäß zu sammeln. War das 
Abhusten einer solchen Probe den Patienten nicht möglich, wurde ein "Flutter" zur 
Hilfe genommen, der das Abhusten durch Erzeugung eines erhöhten Widerstandes in 
den Luftwegen beim Atmen erleichtert. 
Der Mukus der Kontrollgruppe (Patienten ohne bekannte Lungenerkrankung in 
Vollnarkose, s.o.) wurde nach der Extubation durch Ausschaben aus dem jeweiligen 
Tubus gewonnen (endotracheal tube, nachfolgend ETT). 
Alle Proben wurden unmittelbar nach Gewinnung tiefgefroren und bis zur weiteren 
Verwendung bei -70 °C gelagert. 
 
2.3 MUC5AC und MUC5B Antikörper 
Die für die Detektion der Mucine verwendeten Antikörper wurden bereits im Vorfeld 
innerhalb der Arbeitsgruppe von Dr. M. Henke hergestellt (31) und freundlicherweise 
für die folgenden Versuche zur Verfügung gestellt. 
Es handelt sich um polyklonale Antikörper aus Hasen-Serum mit hoher Spezifität gegen 
MUC5AC und MUC5B und entsprechend den Ausführungen unter 1.2 wurde die 
Untersuchung auf die Messung der Konzentrationen dieser beiden für die 





2.4 Western Blot 
Zur Bestimmung der Mucinkonzentration in den verschiedenen Sputumproben wurde 
ein Western Blot durchgeführt. 
Die jeweiligen Proben und eine interne Kontrolle (siehe 2.5) wurden mit PBS verdünnt 
(wenn nicht anders angegeben in der Verdünnung 1:10) und dann mit Laemmli-Puffer, 
bestehend aus 125 mM Tris-Puffer (pH 6,8), 4 % SDS, 20 % Glycerol, 20 mM DTT 
und 0,001 % Bromphenolblau, gemischt.  
Im Anschluss wurden die Proben für 5 Minuten bei 95 °C inkubiert, dann wurde eine 
Gelelektrophorese zur Auftrennung der Proteine durchgeführt. Die Elektrophorese 
erfolgte in einem 1%igen Agarose-Gel bei Raumtemperatur zunächst 30 Minuten bei 60 
V, dann für weitere 2,5 Stunden bei 100 V. 
Die so aufgetrennten Proteine wurden dann auf Nitrocellulose-Membranen transferiert 
(Transfer in 20 % TG-Puffer + Methanol bei 300 mA für 3 Stunden, Temperatur 4 °C). 
Durch Inkubation der Membranen in 10%iger Milch in PBS für eine Stunde bei 
Raumtemperatur wurden unspezifische Bindungen blockiert. 
Im Anschluss wurden die Primärantikörper (MUC5AC 1:100 in PBS bzw. MUC5B 
1:100 in PBS) zugefügt und die Membranen über Nacht (ca. 18 Stunden) bei 4 °C 
inkubiert.  
Zur Entfernung nicht bzw. unspezifisch gebundener Primärantikörper wurden die 
Membranen 3mal für je 10 Minuten in PBS gewaschen Dann erfolgte die Inkubation 
mit einem HRP-konjugierten Sekundärantikörper (goat-anti-rabbit) für 1 Stunde bei 
Raumtemperatur und ein erneutes 3maliges Waschen in PBS für jeweils 10 Minuten. 
Im Anschluss wurde ein Chemilumineszenz-Substrat (Femto-Developer-Kit) zugefügt 
und die Membranen auf Röntgenfilm dargestellt.  
Zur weiteren Auswertung wurde der Röntgenfilm eingescannt und mithilfe von NIH 
Image Software eine Densitometrie durchgeführt. Dabei wurde innerhalb der jeweiligen 
Mucin-Bande ein Messfeld definiert, in dem mithilfe des genannten Programmes die 
Farbmenge pro Flächeninhalt gemessen wurde. Die Größe des Messfeldes blieb dabei 




















Trockenmilchpulver Merck Chemical 
Transferkammer LKB Bromma 
Filterpapier Schleicher & Schuell 
Nitrocellulose-Membran (Porengröße 0,2µm) Whatman 
Methanol Sigma-Aldrich 
Schüttelmaschine Heidolph 
Sekundärantikörper (HRP-konjugiert, goat-anti-rabbit) MP Biomedicals 
SuperSignal West Femto Developer Kit Pierce 
Röntgenfilm Pierce 
Entwicklermaschine MS Laborgeräte 
    
 
2.5 Interne Kontrolle 
Um verschiedene Blots miteinander vergleichen zu können, wurde eine interne 
Kontrolle eingerichtet, die in jedem Blot als "Standard" mitlief.  
Das Sputum für die Kontrolle wurde in großer Menge von einem einzelnen Patienten 
gewonnen, bei dem aufgrund einer Brochiektasie eine Lungentransplantation 
durchgeführt wurde. 
Für die Auswertung wurde die Sputum-Menge des Standards auf 100 % festgesetzt, die 
Angabe der Sputum-Mengen der untersuchten Proben erfolgt im Weiteren als "% des 




2.6 Herstellung von "cigarette smoke condensate" (CSC) 
Zur Herstellung von CSC wurde Zigarettenrauch in PBS geleitet.   
Dazu wurde eine Kammer mit 3 Öffnungen verwendet, in deren 1. Öffnung die 
entzündete Zigarette befestigt wurde. Über die 2. Öffnung wurde Frischluft zugeführt 
und an der 3. wurde ein Schlauchsystem mit Sog angebracht, über das der Rauch 
abgeleitet werden konnte.  
Der Sog wurde so reguliert, dass jeweils 1 Zigarette innerhalb von 5 Minuten geraucht 
wurde. Der Rauch wurde durch eine Flüssigkeit (PBS) geleitet, deren Temperatur stabil 
bei 37 °C gehalten wurde. Um eine optimale Verteilung des Rauches in der Flüssigkeit 
zu ermöglichen, geschah das Durchleiten durch PBS unter kontinuierlichem Rühren. 
Bei diesem Vorgehen entspricht 1 Zigarette in 10 ml Flüssigkeit = 10 %. Für die 
folgenden Versuche wurde ein CSC mit 40 Zigaretten in 20 ml PBS hergestellt (CSC40, 
entspricht 200 %) und durch Verdünnung mit PBS die weiteren Konzentrationen 
CSC20, CSC10 und CSC5 erzeugt. 
 
Geräte / Chemikalien Hersteller 
PBS-Trockensubstanz Biochrom 
Zigaretten (Malboro long) Philip Morris GmbH 
Heiz- und Magnetrührer Roth 
    
 
 
2.7 Mucinabbau in vitro und Beeinflussung durch Proteasen, 
Proteaseinhibitoren und CSC 
Für die Untersuchung der Mucindegradation in vitro wurden native Sputumproben von 
Patienten mit exazerbierter und nicht-exazerbierter COPD über verschiedene Zeiträume 
(0, 3, 6, 24, 48 und 72 Stunden) bei 37 °C inkubiert und im Anschluss an die jeweilige 
Inkubationszeit bis zur weiteren Analyse mittels Western Blot erneut bei -70 °C 
gelagert, um weitere Abbauprozesse zu stoppen. Als Kontrollgruppe wurden ETT-




Um zu untersuchen, durch welche Faktoren eine Beeinflussung des Mucinabbaus in 
vitro möglich ist, wurden den Sputumproben vor Inkubation verschiedene Proteasen, 
Proteaseinhibitoren und CSC zugefügt. 
Als Proteaseinhibitoren wurden die Serinprotease-Inhibitoren Diisopropyl-
fluorophosphat (DFP, 2 mM), Phenyl-methyl-sulfonylfluorid (PMSF, 2 mM) und 
Tosyllysin-chloromethyl-heptanon-hydrochlorid (TLCK, 10 mM), die Cysteinprotease-
Inhibitoren Leupeptin (40 µM) und E64 (500 ng/ml) und die Metalloprotease-
Inhibitoren EDTA (100 mM) und GM 6001 (40 µM) verwendet. Diese wurden zu 
Sputumproben von COPD-Patienten 5-6 Wochen nach stattgehabter Exazerbation 
zugefügt und für 24h bei 37 °C inkubiert. 
Um den Einfluss synthetischer Proteasen auf den Mucinabbau zu untersuchen wurden 
HNE (0,02 mg/ml) und Cathepsin G (100 µU/ml) verwendet und zusammen mit 
Sputumproben von Patienten während einer Exazerbation über 6h inkubiert. 
Schließlich wurde auch CSC in verschiedenen Konzentrationen (CSC40, CSC20, 
CSC15, CSC10 uns CSC5) zu Sputumproben von COPD-Patienten 5-6 Wochen nach 
stattgehabter Exazerbation zugefügt und über 0, 24 und 36 Stunden inkubiert. 
Ebenso wie die nativen Proben wurden auch die mit Proteasen, Proteaseinhibitoren oder 
CSC versetzten Proben nach Ende der Inkubationszeit bei -70 °C gelagert, bis eine 
Bestimmung der Mucinkonzentration mittels Western Blot erfolgen konnte. 
 
Geräte / Chemikalien Hersteller 
PBS-Trockensubstanz Biochrom 




Leupeptin Merck Chemical 
E64 Sigma 
EDTA Sigma 
GM 6001 Merck Chemical 
Humane Neutrophilen-Elastase (HNE) Merck Chemical 





2.8 ELISA  
Um eine direkte Beeinflussung der Aktivität synthetischer Enzyme (hier HNE und 
Cathepsin G der Firma Merck Millipore) durch CSC zu untersuchen, wurden Proben der 
Enzyme mit CSC in den Konzentrationen CSC10 und CSC5 versetzt und die 
spezifische Enzymaktivität wurde mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assey) 
bestimmt.  
Als Substrate wurden die jeweiligen enzymspezifischen chromogenetischen Substrate 
der gleichen Firma verwendet (MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-p-Nitroanilid für HNE und 
Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid für Cathepsin G), deren enzymatische 
Umsetzung zu einem Farbumschlag von farblos nach gelb mit einer entsprechenden 
Zunahme der Absorption bei 410 nm führt, die mithilfe eines Photometers gemessen 
wurde. Die Absorptionszunahme pro Zeit ist dabei proportional zur Enzymaktivität. 
Um eine Beeinflussung der Enzymaktivität durch die Substratkonzentration zu 
minimieren, lag das jeweilige Substrat in 10fach höherer Konzentration vor als das 
Enzym. 
 
Geräte / Chemikalien Hersteller 
Humane Neutrophilen-Elastase (HNE) Merck Chemical 
Cathepsin G Merck Chemical 
HNE-spezifisches chromogenetisches Substrat Merck Chemical 
Cathepsin-G-spezifisches chromogenetisches Substrat 
und Substratpuffer Merck Chemical 








2.9 Statistische Auswertung 
In die Auswertung wurden nur die 9 über den gesamten Studienzeitraum beobachteten 
Patienten eingeschlossen (Complete Case Analyse). 
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert ± Standardabweichung.  
Als statistisches Verfahren zum Vergleich von Sputumproben aus der gleichen Gruppe 
("exazerbierte COPD" und "nicht-exazerbierte COPD") wurde der zweiseitige t-Test 
verwendet, für Sputumproben aus verschiedenen Gruppen der Mann-Whitney-U-Test. 
Bei den durchgeführten Post-hoc-Analysen wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch 
signifikant angesehen. 
Die gesamte Auswertung und graphische Darstellung wurde mithilfe von GraphPad 
Prism Software (San Diego, CA) durchgeführt. 
Für die statistische Auswertung der Studie wurden die gleichen Verfahren zu Grunde 
gelegt, wie sie auch in der Publikation "Altered protease and antiprotease balance 
during a COPD exacerbation contributes to mucus obstruction" Verwendung fanden. 






3.1 Mucinkonzentration bei exazerbierter und nicht-exazerbierter 
COPD 
Wie oben beschrieben wurde im Rahmen der vorliegenden Studie Sputum von COPD-
Patienten zu Beginn einer Exazerbation und 5-6 Wochen später gesammelt. Als 
Vergleich (Kontrollgruppe) standen 11 Sputumproben von Patienten ohne 
Lungenerkrankung zur Verfügung (ETT). 
Zur Bestimmung der Konzentration der Mucine MUC5AC und MUC5B wurde ein 
Western Blot durchgeführt (siehe Abbildung 1).  
 
    
 
          
 
Abbildung 1: Beispiel eines Western Blots von jeweils 2 repräsentativen Patienten mit 
Sputumproben vom Beginn einer COPD-Exazerbation (COPD-ex) und 5-6 Wochen später 
(COPD-follow); 
der Standard ist in jedem Western Blot als interne Kontrolle mitgelaufen. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von MUC5AC zu Beginn einer 
Exazerbation fast doppelt so hoch ist wie bei nicht exazerbierter COPD. Auch bei 
MUC5B sieht man eine signifikant höhere Konzentration zu Beginn einer Exazerbation. 
MUC5AC 
1 - standard    
2 - COPD-ex, patient 05  
3 - COPD-follow, patient 05 
4 - COPD-ex, patient 06  




1 - standard    
2 - COPD-ex, patient 01  
3 - COPD-follow, patient 01 
4 - COPD-ex, patient 06  




Vergleicht man MUC5AC und MUC5B mit der Kontrollgruppe ohne 
Lungenerkrankung, zeigt sich, dass vor allem die Konzentration von MUC5AC 
gegenüber der Kontrollgruppe erhöht ist (5mal höher zu Beginn der Exazerbation und 
3mal höher bei nicht exazerbierter COPD), während die Konzentration von MUC5B im 
Rahmen einer COPD nur moderat höher ist als in der Kontrollgruppe (fast doppelt so 









































































































Abbildung 2: Mucinkonzentration im Sputum 
Dargestellt ist die jeweilige Mucinkonzentration von exazerbierter COPD (COPD-ex), nicht 
erxazerbierter COPD (COPD-follow) und Kontrollgruppe (control) als Prozent des Standards 
(relativen Konzentration von 100 %); 
* signifikant erhöht gegenüber nicht exazerbierter COPD (COPD-follow); 
# signifikant erhöht gegenüber Kontrollgruppe (control, ETT). 
 
3.2 Abbau von Mucinen (in vitro) 
Ziel dieser Versuchsreihe war es, eine postsekretorische Beeinflussung der 
Mucinkonzentration durch im Mukus befindliche Faktoren bei exazerbierter und nicht-
exazerbierter COPD zu untersuchen und zu vergleichen. 
Dazu wurden Sputumproben von Patienten mit exazerbierter und mit nicht-exazerbierter 
COPD über verschiedene Zeiträume (0, 6, 24, 48 und 36 Stunden) bei 37 °C inkubiert, 
und die jeweilige Mucinkonzentration erneut mittels Western Blot bestimmt.  
Ergebnisse 
 24 
Um einen Vergleich zu Patienten ohne Lungenerkrankung zu haben, wurden außerdem 
ETT-Proben verwendet und ebenfalls über verschiedene Zeiträume inkubiert (0, 3, 6 
und 24 Stunden). 
Es zeigte sich, dass sowohl bei Sputum von COPD-Patienten ohne Exazerbation 
(COPD-follow) als auch bei den ETT-Proben nach einer Inkubationszeit von  
24 Stunden ca. 40 % der Mucine abgebaut wurden. Im Gegensatz dazu fand bei den 
Sputumproben von COPD-Patienten mit Exazerbation (COPD-ex) im gleichen 
Inkubationszeitraum ein signifikant geringerer Abbau statt. Selbst nach bis zu  
72 Stunden Inkubationszeit konnte für Proben von Patienten mit Exazerbation in vitro 
kein erkennbarer Abbau von MUC5B gezeigt werden, bei MUC5AC zeigte sich ein 
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Abbildung 3: Mucinabbau in vitro 
Dargestellt ist die jeweilige Mucinkonzentration in % des Standards in Abhängigkeit von der 
Inkubationszeit;  
* signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen exazerbierter (COPD-ex) und nicht 
exazerbierter COPD (COPD-follow); 
# signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen exazerbierter COPD (COPD-ex) und 





3.3 Beeinflussung des Mucinabbaus in vitro durch verschiedene 
Faktoren 
3.3.1 Beeinflussung durch Proteaseinhibitoren 
Um zu untersuchen, welche Proteasen im Sputum für den in-vitro-Abbau der Mucine 
verantwortlich sind, wurden Sputumproben von COPD-Patienten 5-6 Wochen nach 
stattgehabter Exazerbation nativ und zusammen mit verschiedenen Proteaseinhibitoren 
für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Mucinkonzentration erneut 
mittels Western Blot bestimmt. 
In der nativen Probe zeigte sich, wie bereits unter 3.2 beschrieben, nach Inkubation eine 
deutlich geringere Mucinkonzentration als in der nicht inkubierten Probe (Reduktion 
der Mucinkonzentration um etwa 95 %).  
Zur Inhibition des Abbaus wurden die Serinprotease-Inhibitoren (DFP, PMSF und 
TLCK), die Cysteinprotease-Inhibitoren (Leupeptin und E64) und die Metalloprotease-
Inhibitoren (EDTA und GM 6001) verwendet, und es zeigte sich, dass die Degradation 
sowohl von MUC5AC als auch von MUC5B durch Zugabe von Serinprotease-
Inhibitoren gehemmt werden konnte, nicht aber durch Zugabe von Metalloprotease- 
oder Cysteinprotease-Inhibitoren (siehe Abbildung 4). 
 
 
Abbildung 4: Hemmung des Mucinabbaus durch Proteaseinhibitoren 
In der Auswertung wurde die Mucinkonzentration im nativen Sputum ohne Inkubation auf 100 
% festgesetzt; die Angabe der Konzentrationen der inkubierten Proben erfolgt als %-Anteil der 
nativen, nicht-inkubierten Probe (native, 0 h); 


















































































































































Die effektivste Hemmung zeigte sich nach Zugabe von PMSF, das seine hemmende 
Wirkung durch irreversible Bindung an Serinproteasen entfaltet. Hier fand nach 24 
Stunden Inkubationszeit keine erkennbarere Mucindegradation statt. 
 
3.3.2 Beeinflussung durch synthetische Serinproteasen 
Das nächste Ziel der Studie war es herauszufinden, ob in den Sputumproben von 
COPD-Patienten während einer Exazerbation (Woche 1), die in den vorangehenden 
Untersuchungen bei einer Inkubationszeit über 72h keinen nennenswerten Mucinabbau 
gezeigt hatten, ein solcher Abbau durch synthetische Proteasen erfolgen kann.  
Dazu wurden die synthetischen Serinproteasen HNE (Humane Neutrophilen-Elastase) 
und Cathepsin G den entsprechenden Sputumproben zugefügt und über 6 h bei 37 °C 
inkubiert. Die Ermittlung der Mucinkonzentration erfolgte im Anschluss mittels 
Western Blot.  
Die HNE lag in einer Ausgangskonzentration von 0,02 mg/ml vor, Cathepsin G in einer 
Konzentration von 100 µU/ml. Den Sputumproben zugefügt wurden sie jeweils in einer 
Verdünnung von 1:60 und 1:100. 
Es zeigte sich ein dosisabhängiger Abbau sowohl durch HNE als auch durch Cathepsin 































































































Abbildung 5: Mucinabbau durch HNE 
Bei allen Proben erfolgte eine Inkubation über 6 h; 
für die Auswertung wurde die Mucinkonzentration im nativen und 1:60 verdünnten Sputum auf 
100 % festgesetzt; die Angabe der Konzentrationen der übrigen Proben erfolgt als %-Anteil der 
nativen, 1:60 verdünnten Probe (sput_1:60); 




































































































































































Abbildung 6: Mucinabbau durch Cathepsin G 
Bei allen Proben erfolgte eine Inkubation über 6 h; 
für die Auswertung wurde die Mucinkonzentration im nativen und 1:60 verdünnten Sputum auf 
100 % festgesetzt; die Angabe der Konzentrationen der übrigen Proben erfolgt als %-Anteil der 
nativen, 1:60 verdünnten Probe (sput_1:60 + Cath_0); 




3.3.3 Beeinflussung durch Zigarettenrauch 
Zigarettenrauch stellt eine der wichtigsten ursächlichen Noxen bei der Entstehung einer 
COPD dar.  
Um eine mögliche Beeinflussung der Mucindegradation durch Zigarettenrauch zu 
untersuchen (als einen Faktor, der über eine Hemmung des Mucinabbaus zu einer 
erhöhten Mucinkonzentration führen könnte), wurden Sputumproben von Patienten 
nach Ablauf einer Exazerbation (COPD-follow), bei denen sich nativ ein deutlicher 
Mucinabbau nach Inkubation gezeigt hatte, mit CSC in unterschiedlichen 
Konzentrationen (CSC40 bis CSC5) versetzt und über verschiedene Zeiträume (0 h, 24 
h und 36 h) bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Mucinkonzentration mittels 
Western Blot gemessen. 
Es zeigte sich, dass sowohl der Abbau von MUC5AC als auch von MUC5B 
dosisabhängig durch Zufügen von CSC gehemmt werden konnte (siehe Abbildung 7).   
Um Auszuschließen, dass allein das Zufügen von CSC auch ohne Inkubation zur 
Messung einer höheren Mucinkonzentration im Western Blot führt, wurde auch 
Sputumproben ohne nachfolgende Inkubation CSC hinzugefügt. In diesen Proben hatte 








Abbildung 7: Beeinflussung des Mucinabbaus durch CSC 
CSC40 entspricht 40 Zigaretten in 20 ml PBS (200 %), die übrigen Konzentrationen (CSC20-
CSC5) wurden durch eine Verdünnungsreihe erzielt; 
für die Auswertung wurde die Mucinkonzentration im nativen, nicht inkubierten Sputum auf 
100 % festgesetzt; die Angabe der Konzentrationen der übrigen Proben erfolgt als %-Anteil 
dieser Probe (control; 0 h) 









































































































































































Nachdem in den vorangehenden Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass der 
Mucinabbau im Sputum durch Zugabe von CSC in vitro gehemmt werden kann, soll 
nun untersucht werden, ob auch die Aktivität einzelner Proteasen durch CSC 
beeinflussbar ist.  
Dazu wurde CSC in verschiedenen Konzentrationen zu synthetisch hergestellten 
Serinproteasen zugefügt (HNE und Cathepsin G) und die Enzymaktivität mittels ELISA 
bestimmt. Als Kontrolle wurde die Enzymaktivität der jeweiligen Protease ohne Zugabe 
von CSC gemessen (control). 
Auch hier zeigte sich sowohl für HNE als auch für Cathepsin G eine signifikante, 






























Abbildung 8: Beeinflussung der HNE-Aktivität durch CSC 
Dargestellt ist die Absorption der Proben bei 410nm (als Maß für die Enzymaktivität) inklusive 
der Standardabweichung (maximal 0,004) in Abhängigkeit von der Zeit;  
HNE lag in einer Konzentration von 0,33 µg/ml vor; 































Abbildung 9: Beeinflussung der Cathepsin G-Aktivität durch CSC 
Dargestellt ist die Absorption der Proben bei 410 nm (als Maß für die Enzymaktivität) inklusive 
der Standardabweichung in Abhängigkeit von der Zeit;  
Cathepsin G lag in einer Konzentration von 1 µU/µl vor; 
es zeigt sich eine signifikante Hemmung der Enzymaktivität durch CSC. 
 
 
3.3.4 Beeinflussung durch den pH-Wert 
Es ist bekannt, dass durch Zigarettenrauch der pH-Wert innerhalb der Luftwege bzw. im 
Sputum reduziert wird.  
Auch in dem in vitro erzeugten CSC zeigte sich ein konzentrationsabhängiger Abfall 
des pH-Wertes. Bei der höchsten verwendeten Konzentration von CSC40 lag der pH-
Wert bei 6,0. Durch Verdünnen mit PBS zeigte sich ein Anstieg des pH-Wertes, so dass 
bei einer Konzentration von CSC5 ein pH-Wert von 7,0 erreicht wurde. 
Um herauszufinden, ob die hemmende Eigenschaft von CSC allein über eine 
Veränderung des pH-Wertes zu erklären ist, wurden Sputumproben von Patienten zu 
Beginn einer COPD-Exazerbation (Woche 1) mit verschiedenen pH-Werten (5,5, 6,0, 
6,5 und 7,0) über 6 h bei 37 °C inkubiert und die resultierende Mucinkonzentration 
gemessen. Die unterschiedlichen pH-Werte wurden durch Titrieren mit Salzsäure (HCl) 
und Natronlauge (NaOH) erreicht. 







In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Mucinkonzentration im 
Sputum von COPD-Patienten zum Zeitpunkt einer akuten COPD-Exazerbation erhöht 
ist sowohl gegenüber einer lungengesunden Kontrollgruppe als auch gegenüber 
denselben Patienten mit nicht-exazerbierter COPD. Es zeigten sich außerdem Hinweise 
darauf, dass als Ursache für diese Mukusakkumulation neben den bereits bekannten und 
in der Einführung beschriebenen Faktoren auch postsekretorische Einflüsse, die zu 
einem verminderten Mucinabbau führen, eine Rolle spielen. 
Insgesamt muss kritisch angemerkt werden, dass das untersuchte Patientenkollektiv 
relativ klein war und dass zur Untermauerung der hier gefundenen Ergebnisse weitere 
Untersuchungen an einer größeren Studienpopulation erfolgen sollten. 
 
4.1 Mucinkonzentration im Verlauf einer COPD-Exazerbation 
Wie erwartet  und bereits aus anderen Studien bekannt (45), konnte bestätigt werden, 
dass die Mucinkonzentration bei COPD-Patienten deutlich erhöht ist gegenüber der 
lungengesunden Kontrollgruppe. Dies steht im Einklang mit den Erkenntnissen, dass 
durch die chronische Entzündungsreaktion bei einer COPD vermehrt Cytokine 
ausgeschüttet werden, die über eine Erhöhung der Anzahl von Becherzellen und einer 
Vergrößerung der submukösen Drüsen zu vermehrter Mucinproduktion führen (53,75). 
Abweichend zu einigen bisherigen Veröffentlichungen, zum Beispiel den Studien von 
Kirkham et al. (39,40), zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung vor allem eine 
deutliche Erhöhung von MUC5AC (sowohl bei exazerbierter als auch bei nicht-
exazerbierter COPD), während MUC5B nur moderat erhöht war. Dies mag zum einen 
an der schwierigeren Detektion aller Varianten von MUC5B liegen (63,64), die sich 
stark in ihrem Glykosylierungsgrad unterscheiden, der wiederum Einfluss auf die 
physikalischen Eigenschaften der Moleküle und möglicherweise auf die 
Bindungsfähigkeit des Antikörpers hat. Zum anderen könnte die Wahl der 
Kontrollgruppe einen Störfaktor darstellen. Hier sei vor allem auf die Problematik der 
Sputumsammlung hingewiesen, da Patienten, die lungengesund sind, normalerweise 
auch keinen solchen produzieren.  
Aufgrund der Tatsache, dass vielfach gezeigt werden konnte, dass Zigarettenrauch als 




die Transkription und Sekretion von MUC5AC hat (21,28), erscheint eine erhöhte 
Konzentration dieses Mucins aber durchaus nachvollziehbar, zumal über die Hälfte der 
in die Studie eingeschlossenen Patienten zum Studienzeitpunkt aktive Raucher waren 
und die übrigen zumindest einen früheren, langjährigen Nikotinkonsum zu verzeichnen 
hatten. 
Einigkeit besteht in allen genannten Studien darin, dass die Gesamtmucinkonzentration 
erhöht ist.  
 
Vergleicht man die Mucinkonzentrationen von exazerbierter und nicht-exazerbierter 
COPD, so zeigt sich eine deutlich erhöhte Konzentration sowohl von MUC5AC als 
auch von MUC5B zum Zeitpunkt der Exazerbation. In den bisher aus der Literatur 
bekannten Studien zur Bestimmung der Mucinkonzentration ist eine solche 
Unterscheidung zwischen exazerbierter und nicht-exazerbierter Form der COPD nicht 
durchgeführt worden. Die Ergebnisse entsprechen aber insoweit ebenfalls den 
Erwartungen, als dass Entzündungsreize zur Mucinüberproduktion führen und eben 
diese Entzündungsreize im Rahmen von Exazerbationen verstärkt sind (49). Die 
ausgelöste Mukusakkumulation wird als wichtige pathogenetische Komponente für den 
im Rahmen der Exazerbation erhöhten Atemwegswiderstand angesehen (53).   
 
4.2 Postsekretorische Einflüsse 
4.2.1 Mucinabbau 
Als ursächlich für die Mukusakkumulation bei der chronisch obstruktiven 
Lungenerkrankung sind die Theorien der gesteigerten Sekretion und Produktion von 
Mucinen etabliert (51,53).  
Mit dem Ziel auch eine mögliche postsekretorische Beeinflussung der 
Mucinkonzentration zu bestätigen, die neben den genannten Ursachen zur 
Akkumulation der Mucine beitragen könnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit der 
Mucinabbau in vitro untersucht. 
 
Es zeigt sich zunächst, dass die nach Inkubation bei Körpertemperatur beobachtete 
Degradation der Mucine bei nicht-exazerbierter COPD schneller erfolgte als bei 




Exazerbation im Sputum vorkommende Faktoren den Abbau der Mucine hemmen oder 
die Konzentration der  Faktoren, die die Mucine abbauen, geringer ist.  
Physiologischerweise kommen in der Lunge verschiedene Proteasen (Serin- und 
Metallo-Proteasen) vor, die potentiell für den Mucinabbau verantwortlich sind (26). 
Gerade die relativ gut erforschte humane Neutrophilenelastase kann ein breites 
Spektrum von Proteinen abbauen, wozu neben Elastin, Fibronektin und Kollagen auch 
die Mucine als mögliche Substrate zählen (18,32). Ein Gegengewicht dazu bilden die 
Antiproteasen, die die Proteasen in ihrer Aktivität hemmen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in vitro eine 
Degradation der Mucine durch Zugabe von Serinproteaseinhibitoren gehemmt werden 
konnte, während durch Metallo- und Cysteinproteaseinhibitoren keine Inhibition 
möglich war. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Untersuchung der Proteasen-
Wirkung auf die Serinproteasen beschränkt. Hier zeigte sich, dass eine Beschleunigung 
des Abbaus der Mucine durch Zugabe der Serinproteasen HNE und Cathepsin G 
möglich ist und es ist anzunehmen, dass diese Vorgänge in ähnlicher Weise auch in der 
menschlichen Lunge ablaufen. Die Mucinkonzentration hängt somit auch von der 
Konzentration und Aktivität der Proteasen und Antiproteasen ab. Wie oben erwähnt 
konnte Ähnliches bereits für CF- und Asthma-Patienten gezeigt werden (32,37).  
 
Insgesamt bestätigt sich die Theorie, dass die Mucinkonzentration auch bei COPD-
Patienten durch Proteasen postsekretorisch verändert werden kann und entsprechende 
Einflüsse neben den bereits bekannten Ursachen zu der erhöhten Mucinkonzentration 
bei einer COPD beitragen könnten. 
Als mögliche Ursache für den im Rahmen einer Exazerbation verlangsamten 
Mucinabbau kommt also u.a. ein verändertes Proteasen-/Antiproteasen-Gleichgewicht 
infrage. Daneben muss aber auch die Anwesenheit anderer Faktoren mit hemmender 
Eigenschaft auf die Proteasen im Sputum in Erwägung gezogen werden. Im Weiteren 
sollen diese möglichen Ursachen näher betrachtet werden. 
 
4.2.2 Proteasen-/Antiproteasen- Gleichgewicht 
Generell ist ein verändertes Proteasen-/Antiproteasen-Gleichgewicht als 
pathogenetischer Faktor bei vielen Lungenerkrankungen akzeptiert (18). Dabei 




Emphysems oder einer Fibrose durch gesteigerten Abbau von Proteinen des 
Bindegewebes wie Elastin und Kollagen (62) bzw. auf das Fortschreiten einer 
pulmonalen Erkrankung durch gesteigerte Mucinproduktion und -sekretion (24). Die 
postsekretorischen Einflüsse des veränderten Gleichgewichtes auf die 
Mucinkonzentration durch gesteigerten oder verminderten Abbau wurden dabei bislang 
nur wenig untersucht.  
Betrachtet man die Proteasen und Antiproteasen nun als einen solchen Einflussfaktor 
auf die Mucinkonzentration und berücksichtigt man die Erkenntnisse, dass sowohl 
Entzündungsmediatoren als auch Zigarettenrauch die Freisetzung von Proteasen 
steigern,  würde man auch eine gesteigerte Mucindegradation zu Beginn einer 
Exazerbation erwarten (1,26). 
Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte das Gegenteil, nämlich eine Hemmung der 
Degradation zu Beginn einer Exazerbation gezeigt werden, während bei nicht-
exazerbierter COPD in vitro ein relativ schneller Abbau der Mucine stattfand. 
Als eine mögliche Ursache für diese verminderte Proteasenaktivität kann diskutiert 
werden, dass bei den eingeschlossenen Patienten im Vergleich zu anderen 
Studienkollektiven keine bakterielle Entzündung vorlag (siehe Ausschlusskriterien). 
Man weiß, dass nur etwa die Hälfte der pulmonalen Exazerbationen durch Bakterien 
oder Viren ausgelöst sind und die übrigen eher durch inhalierte Noxen 
(Luftverschmutzung, Zigarettenrauch) (76). Die Anwesenheit von Bakterien und 
infolgedessen gesteigerte Ausschüttung von Entzündungsmediatoren trägt aber 
entscheidend zur Freisetzung von Proteasen bei (26), so dass hier zwischen den die 
Exazerbation auslösenden Faktoren differenziert werden sollte.  
Als weitere Ursache kommt eine verminderte Aktivität durch Bindung der Proteasen an 
DNA infrage. Bekanntermaßen ist sowohl bei CF- als auch bei COPD-Patienten die 
DNA-Konzentration im Sputum erhöht (47). Bei CF-Patienten konnte gezeigt werden, 
dass die Bindung von HNE an DNA zu einer Downregulation der proteolytischen 
Aktivität des Enzyms führt (44). 
Denkbar wäre außerdem eine Inhibition der Proteasen und damit auch der 
Mucindegradation durch einen Überschuss an Antiproteasen während einer 
Exazerbation. Ein Beispiel dafür ist AAT, zu dessen wichtigsten Funktionen eine 




dieser Antiprotease bei COPD-Patienten signifikant erhöht ist gegenüber einer 
lungengesunden Kontrollgruppe (48).  
Um die Theorie des veränderten Proteasen-/Antiproteasen-Gleichgewichtes als Ursache 
für die verminderte Mucindegradation zu Beginn einer Exazerbation weiter zu erhärten, 
müssten zusätzliche Untersuchungen erfolgen, u.a. die Bestimmung der Konzentration 
von Proteasen und Antiproteasen in den Sputumproben. Entsprechende Versuche sind 
im Rahmen der Studie "Altered protease and antiprotease balance during a COPD 
exacerbation contributes to mucus obstruction" durchgeführt worden (15), sie sind aber 
nicht mehr Teil dieser Dissertation. 
 
Eine weitere potentielle Ursache für die verminderte Mucindegradation zu Beginn einer 
Exazerbation ist die Anwesenheit weiterer Faktoren mit einem hemmenden Einfluss auf 
die Proteasenaktivität, wobei als ein möglicher Faktor Zigarettenrauch infrage kommt, 
der bekanntermaßen einer der wichtigsten Faktoren für die Pathogenese der COPD ist. 
 
4.2.3 Einfluss von Zigarettenrauch  
Bezüglich der Erforschung des Risikofaktors Zigarettenrauch in Hinblick auf seine 
pathogenetischen Einflüsse auf die Entstehung einer COPD ist in der Vergangenheit 
eine Vielzahl an Studien durchgeführt worden. Es konnte u.a. gezeigt werden, dass er 
als Noxe die im Rahmen einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung auftretende 
chronische Entzündungsreaktion verstärkt (22), die mukoziliäre Clearance vermindert 
(78) und die Mucinproduktion und -sekretion steigert (28). 
Auch ein möglicher Einfluss von Zigarettenrauch auf die Aktivität von Proteasen und 
Antiproteasen ist untersucht worden, wird aber bisher in der Literatur kontrovers 
diskutiert. So wurde in einigen Studien ein hemmender Einfluss auf Antiproteasen 
gefunden (25), andere Studien konnten dies dagegen nicht bestätigen und fanden keinen 
signifikanten Effekt (61). Dies legt nahe, dass die ablaufenden Vorgänge komplexer 
sind und möglicherweise weitere bisher nicht berücksichtigte Faktoren die Aktivität der 
genannten Enzyme beeinflussen. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Zigarettenrauch seine Wirkung 
nicht nur über eine Stimulation der Mukusproduktion entfaltet, sondern auch 
postsekretorisch durch eine Hemmung des Mucinabbaus. Das in den Versuchen 




HNE und Cathepsin G hemmen als auch generell in den Sputumproben eine Hemmung 
des Mucinabbaus herbeiführen.  
Auf welche Weise die hemmende Wirkung von Zigarettenrauch zustande kommt, ist 
bisher nicht eindeutig geklärt worden.  
Eine mögliche Erklärung würde eine Veränderung des pH-Wertes im Sputum durch den 
Zigarettenrauch bieten, da die meisten Enzyme, die im menschlichen Körper 
vorkommen, nur innerhalb eines relativ engen pH-Optimums effizient arbeiten (19). 
Auch das im Rahmen der Studie erzeugte CSC zeigte trotz der Verwendung von PBS 
als Puffer einen erniedrigten pH-Wert, wodurch theoretisch die Aktivität der Proteasen 
eingeschränkt sein könnte. Durch Wiederholung der Versuche bei einem 
ausgeglichenen pH-Wert von 7,0, bei denen sich weiterhin die hemmende Wirkung des 
CSC zeigte, konnte dies aber als möglicher ursächlicher Faktor ausgeschlossen werden. 
Bekannt ist, dass eine Vielzahl der negativen Effekte von Zigarettenrauch dadurch 
ausgelöst werden, dass er zum einen eine große Anzahl an Oxidanzien enthält und zum 
anderen über Entzündungsreize zur Entstehung freier Radikale führt und damit 
insgesamt zu großem oxidativen Stress (8,23). Carp et al. konnten einen hemmenden 
Effekt von Zigarettenrauch auf das Enzym Alpha-1-Antitrypsin durch Oxidation von 
Methionin-Gruppen zeigen (11). Denkbar wären ähnliche Oxidationsprozesse von 
Aminosäureresten auch bei den Proteasen HNE und Cathepsin G, die zu einer 
Hemmung der Enzyme führen könnten. 
 
Letztendlich handelt es sich bei Zigarettenrauch um ein komplexes Gemisch 
verschiedenster Moleküle mit ebenso komplexer Wirkung auf das menschliche 
Lungengewebe (33), was ein endgültiges Verstehen der pathogenetischen Vorgänge bei 
der Entstehung einer COPD umso schwieriger macht.  
Klar ist aber nach wie vor, dass ein trotz Vorliegen einer COPD fortgesetzter 
Zigarettenkonsum das Fortschreiten der Erkrankung fördert und die 






4.3 Möglicher Ansatz für Therapieoptionen 
Die Erkenntnis, dass auch postsekretorische Einflüsse zu einer Mukusakkumulation in 
den Bronchien beitragen, legt nahe, dies auch therapeutisch zu nutzen und durch 
postsekretorische Beeinflussung mit dem Ziel eines vermehrten Mucinabbaus die 
Akkumulation zu vermindern. 
Zur Verfügung stehen zum Beispiel Mukolytika, wobei die Rolle dieser Medikamente 
in der Therapie der COPD kontrovers diskutiert wird, da ein positiver Effekt 
entsprechender Medikamente (wie zum Beispiel Acetylcystein oder Carbocystein) auf 
die Lungenfunktion nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte. Jedoch konnte in 
wenigen Studien ein positiver Einfluss auf die Häufigkeit des Auftretens von 
Exazerbationen und eine Verbesserung der Funktion der kleinen Luftwege gezeigt 
werden (12,66). Dies steht im Einklang mit den Erkenntnissen dieser Arbeit, dass der 
Mucinabbau in den Bronchien vor allem im Rahmen von Exazerbationen beeinträchtigt 
ist, was den Einsatz solcher Medikamente gerade zur Akuttherapie sinnvoll erscheinen 
lässt. 
Versucht man den für den Mucinabbau positiven Effekt der Proteasen zu nutzen, gerät 
man aufgrund der negativen Effekte eines Proteasenüberschusses schnell an eine 
Grenze. Aus Untersuchungen an CF-Patienten ist bekannt, dass bestimmte Infektionen 
zu einer erhöhten Konzentration bzw. Aktivität der HNE führen, die über Effekte wie 
einer Steigerung der Mucinsekretion, Schädigung des Lungenepithels und 
Emphysembildung zu einem Fortschreiten der Erkrankung beitragen (3). Auf der 
anderen Seite konnte zum Beispiel in der Studie von Gehring et al. auch gezeigt werden, 
dass ein völliges Ausschalten des Enzyms zwar die Mucinsekretion vermindert, nicht 
aber generell die Obstruktion der Bronchien durch Mucine (27).  
Hier besteht weiterer Forschungsbedarf, um das komplexe Gleichgewicht der Proteasen 






5.1 Deutsche Zusammenfassung 
Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine Atemwegserkrankung 
mit hoher Prävalenz, die gekennzeichnet ist durch eine verstärkte Entzündungsreaktion 
der Lunge ausgelöst durch eine chronische Exposition gegenüber bestimmten Noxen, 
wobei Zigarettenrauch die wichtigste unter ihnen darstellt. Die chronische Exposition 
führt zu strukturellen Veränderungen der Lunge und es kommt zu einem irreversibel 
erhöhten Atemwegswiderstand, der charakteristisch für die Erkrankung ist.  
Der erhöhte Widerstand ist zum einen bedingt durch die im Rahmen der chronischen 
Entzündungsreaktion auftretenden Remodelling-Vorgänge, die die Wanddicke der 
Bronchien erhöhen und zu Emphysembildung mit verminderter Elastizität der Lunge 
führen. Zum anderen kommt es durch Entzündungsreize zu einer erhöhten 
Mucinproduktion und -sekretion, die über Akkumulation des Mukus zu einer weiteren 
Lumeneinengung der Bronchien beitragen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden Sputumproben untersucht, die von Patienten zum 
Zeitpunkt einer akuten nicht-bakteriellen Exazerbation einer COPD und 5-6 Wochen 
nach Exazerbation gewonnen wurden. Als Kontrolle dienten Proben von 
lungengesunden Patienten.  
Es wurde zunächst die Konzentration der beiden im Sputum wichtigsten Mucine 
MUC5AC und MUC5B bei nicht-exazerbierter COPD, bei exazerbierter COPD und bei 
der gesunden Kontrollgruppe mittels Western Blot gemessen. Hier konnte gezeigt 
werden, dass die Konzentration von MUC5AC in den Bronchien bei Vorliegen einer 
COPD erhöht ist gegenüber lungengesunden Menschen. Zusätzlich zeigte sich auch eine 
Erhöhung der Konzentration dieses Mucins bei exazerbierter COPD verglichen mit 
nicht-exazerbierter COPD. Für MUC5B konnte eine signifikante Erhöhung gegenüber 
der Kontrollgruppe nur bei exazerbierter COPD nachgewiesen werden. 
Als Ursache für die erhöhte Mucinkonzentration im Rahmen einer Exazerbation konnte 
neben den aus der Literatur bereits bekannten Faktoren auch die Vermutung einer 
postsekretorischen Beeinflussung der Mucine bestätigt werden. Bei der Untersuchung 
der Mucindegradation durch Inkubation der nativen Proben bei Körpertemperatur zeigte 
sich, dass der Abbau der Mucine durch die physiologischerweise im Sputum 
vorkommenden Proteasen bei exazerbierter COPD signifikant langsamer erfolgte als bei 
nicht-exazerbierter COPD. Außerdem zeigte sich, dass potentiell ein Abbau der Mucine 
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durch Zugabe synthetischer Serinproteasen zu den Sputumproben gefördert und durch 
Zugabe von Serinproteaseinhibitoren gehemmt werden kann.  Ursächlich für die 
Unterschiede im Mucinabbau bei exazerbierter und nicht-exazerbierter COPD scheint 
also ein verändertes Proteasen-/Antiproteasen-Gleichgewicht in der Lunge zu sein, dass 
bei Vorliegen einer nicht-bakteriellen Exazerbation zugunsten der antiproteatischen 
Wirkung verschoben ist.  
Als ein das Gleichgewicht beeinflussender Faktor kommt Zigarettenrauch infrage, für 
den in der Studie einen hemmender Einfluss auf die Proteasenaktivität gezeigt werden 
konnte. Für die entsprechenden Untersuchungen wurde cigarette smoke condensate 
(CSC) verwendet. Eine  hemmende Wirkung zeigte sich dabei sowohl auf die mittels 
ELISA gemessene Aktivität synthetisch hergestellter Proteasen (HNE und Cathepsin G) 
als auch auf den Mucinabbau in den Sputumproben. 
   
Zusammenfassend bestätigt sich die Theorie einer postsekretorischen Beeinflussung der 
Mucinkonzentration, die durch Hemmung des Abbaus der Mucine die 
Mukusakkumulation in den Bronchien verstärkt. In Kenntnis dieser Vorgänge sollte der 
Stellenwert mukolytischer Medikamente in der Therapie einer COPD weiter untersucht 
und ggf. neu bewertet werden.  
Bezüglich des Zigarettenkonsums, dessen für den Krankheitsverlauf negative Wirkung 
auf die Mucinproduktion und -sekretion bereits bekannt ist, zeigen sich auch 
postsekretorisch negative Effekte auf den Mucinabbau, was die ohnehin etablierte 
Bedeutung der Raucherentwöhnung im Rahmen der Therapie weiter unterstützt. 
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5.2 Englische Zusammenfassung 
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a lung disease with a high 
prevalence which is caused by an enhanced inflammatory response to chronic exposure 
to noxious particles or gases. The most important one among these noxious agents is 
cigarette smoke. The chronic inflammatory response leads to structural changes within 
the lung tissue causing persistent airflow limitation that is characteristic for COPD. 
The increased airflow resistance is not only caused by airway remodelling due to 
chronic inflammatory response but also by increased mucin synthesis und secretion 
leading to a narrowing of the airway radius. 
In this study, there were sputum samples taken from patients with an acute exacerbation 
of chronic obstructive pulmonary disease and 5-6 weeks after the exacerbation. Those 
samples were compared to a control group of samples from patients without a known 
lung disease. In all three groups the concentration of the main mucins in the sputum 
(MUC5AC and MUC5B) was measured by western blot. It was shown that the 
concentration of MUC5AC was higher in patients with COPD than in patients without a 
lung disease. Furthermore it could also be shown that this mucin was higher 
concentrated in sputum collected at the time of exacerbation than in samples of non-
exacerbated COPD. For MUC5B a significant higher concentration could only be 
shown in exacerbated COPD compared to the control group. 
As a cause for this higher mucin concentration at the time of exacerbation there was 
found that in addition to the already known factors there is also a postsecretory 
influence on mucin concentration. Looking at the mucin degradation by incubating the 
sputum samples at body temperature, it was shown that the degradation process was 
significantly decreased in samples of exacerbated COPD than in those of non-
exacerbated COPD. It was also found that in vitro it was possible to increase the 
degradation process by adding synthetic proteases like HNE or cathepsin G and to 
decrease the process by adding antiproteases. 
The reason for the differences in the degradation rate seems to be an imbalance in the 
protease/antiprotease network that leads to an increased effect of antiproteases during an 
acute exacerbation of COPD. 
One factor that could have influences on the balance of proteases and antiproteases in 
the airways is cigarette smoke. In this study, it was shown that cigarette smoke 
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condensate (CSC) could decrease the activity of synthetic serin proteases measured by 
ELISA as well as it could decrease the mucin degradation in the sputum samples. 
 
In conclusion, the theory of a postsecretory modification of mucins that contributes to 
the mucus accumulation in the airways of COPD patients was supported by the 
described findings.  
Putting this theory into consideration, the use of mucolytic agents in the therapy of 
COPD should be reconsidered. 
Cigarette smoke, which is already known to have an increasing effect on mucin 
production and secretion, was now shown to have also negative effects on mucin 
degradation which supports the already well-established necessity of smoking cessation 
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AAT   α1-Antitrypsin 
ADAM  a disintegrin and metalloprotease 
bzw.   beziehungsweise 
°C   Grad Celsius 
ca.   circa 
CF   Zystische Fibrose 
COPD   chronisch obstruktive Lungenerkrankung 
COPD-ex  exazerbierte COPD 
COPD-follow  nicht-exazerbierte COPD 
CRP   C-reaktives Protein 
CSC   cigarette smoke condensate 
Da   Dalton 
DFP   Diisopropyl-fluorophosphat 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DTT   Dithiothreitol 
et al.   et alii 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assey 
ETT   endotracheal tube 
FEV1   Einsekundenkapazität 
FVC   forcierte Vitalkapazität 
GOLD   Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease 
h   Stunde 
HAT   human airway trypsin-like protease 
HNE   humane Neutrophilenelastase 
i.d.R.   in der Regel 
IL   Interleukin 
l   Liter 
M   molar 
mA   Milliampere 
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mg   Milligramm 
min   Minute 
ml   Milliliter 
mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
nm   Nanometer 
PBS   phosphate buffered saline 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
ROS   reactive oxygen species 
SDS   sodium dodecyl sulfate  / Natriumdodecylsulfat 
s.o.   siehe oben 
TG-Puffer  Tris-Glycin-Puffer 
TGF-ß   transforming growth factor 
TIMPs   tissue inhibitors of metalloproteases 
TLCK   Tosyllysin-chloromethyl-heptanon-hydrochlorid 
TNF-α   Tumornekrosefaktor-α 
u.a.   unter anderem 
usw.   und so weiter 
V   Volt 
v.a.   vor allem 
z.B.   zum Beispiel 
z.T.   zum Teil 
µg   Mikrogramm
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